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Beschreibung

Die Erfindung betrifft eine feste Fibrinogen-
zubereitung und ein Verfahren zu ihrer Her-
stellung. Diese Zubereitung kann zur Herstellung
einer Fibrinogenlésung verwendet werden, die als
Kieber fiir menschliche und tierische Gewebe
geeignet ist.

Es ist bekannt, daB lyophilisiertes Fibrinogen
und Lyophilisate von Plasmaproteinben, die einen
hohen Anteil Fibrinogen enthalten, nur langsam,
bei erhohter Temperatur und nur in geringer
Konzentration wieder in Lésung zu bringen sind.

Seit einiger Zeit wird Fibrinogen als phy-
siologische Klebesubstanz bei der Versorgung von
Verletzungen parenchymatoser Organe, Knochen
oder Gefalie verwendet. Fiir diese Indikation ist est
notwendig, das Fibrinogen in méglichst hoher
Konzentration zu l6sen, weil die Klebewirkung
eine Funktion der Fibrinogenkonzentration ist. Da
Fibrinogenldsungen mit dem erforderlichen
Gehalt von 8 bis 10% gerinnbarem Fibrinogen aus
Fibrinogenlyophilisaten nur schwierig herstelibar
sind, verwendet man tiefgefrorenes fibrinogenhal-
tiges sogenanntes Kryoprézipitat fiir die Gewebek-
lebung.

Diese Verwendung von tiefgefrorenem Kryop-
razipitat ist jedoch mit Nachteilen behaftet, da
solche Praparate instabil sind und bis zum Geb-
rauch auf einer Temperatur unterhalb —20°C
gehalten werden mussen.

Eine feste Fibrinogenzubereitung, die sich zu
einer Fibrinogenlésung mit mindestens 7 g/100 mi
auflésen 14Bt, wire daher von grozem Vorteil.

Weiter kann solch eine Fibrinogeniésung in
einer niedrigeren Konzentration von ca. 2% Fib-
rinogen als intravendses Praparat flir Situationen
des akuten Verbrauchs von Fibrinogen bei Patien-
ten mit verschiedenen Erkrankungen eingesetzt
werden. Hierzu werden heute Fibrinogenkonzen-
trate eingesetzt, die aus Kryoprazipitat hergestellt
werden und verschiedene Plasmaproteine zusétz-
lich enthalten. Reines Fibrinogen wird dagegen
heutzutage nicht eingesetzt.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es
daher, eine Zubereitung auf der Basis von reinem
Fibrinogen zur Verfligung zu stelien, die sich
aufgrund ihrer Eigenschaften sowohl als Fibrink-
leber als auch als Fibrinogenkonzentrat fir
intravenése Applikation beim Menschen einsetzen
3Rt und eine gute Loslichkeit aufweist.

Ein Fibrinogenlyophilisat, das als Gewebekleb-
stoff geeignet sein soll, ist aus der deutschen
Offenlegungsschrift 30 02 934 bekannt. Bei diesem
Lyophilisat handelt es sich ebenfalls um ein Kryop-
razipitat, das dementsprechend aufBer Fibrinogen
und Faktor Xlll auch noch Plasminogen, Albumin
und andere Plasmabestandteile enthalt. Zur
Stabilisierung des Lyophilisates und der rekon-
stituierten Lésung wird ein Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor zugefligt. Dieses Lyophilisat ist
schlecht und nur bei erhéhter Temperatur (37°C)
18slich. Nach Rekonstitution ist das Produkt max. 4
Stunden bei Raumtemperatur stabil.

Es wurde nun eine lyophilisierte Fibrinogen-
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Zubereitung gefunden, die zur Stabilisierung
weder einen Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
noch Albumin zu enthalten braucht, und die zur
Herstellung  hochkonzentrierter  Fibrinogen-
16sungen (etwa 8%) auch bei Raumtemperatur
geeignet ist. Es ist nicht nétig, als Ausgangspunkt
Kryoprazipitat einzusetzen, da auch der Einsatz
von Reinifibrinogen als Ausgangsprodukt mdglich
ist.

Dies wurde durch den Uberraschenden Befund
méglich, daB durch Zusatzvon Arginin die Loslich-
keit von Fibrinogenlyophilisaten erh6ht und die fir
die Verarbeitbarkeit bedeutsame Viskositédt daraus
hergestellter Ldsungen gesenkt wird.

Diese Effekte kénnen dadurch noch verbessert
werden, daR man die im Ausgangsprodukt
enthaltenen Fibrinogenpolymere abscheidet, so
daf nicht nur Kryoprazipitate als Ausgangsmate-
rial zu verwenden sind, sondern auch andere
Fibrinogenniederschldge. Damitist beispielsweise
eine dkonomischere Ausnutzung des teuren Kry-
oprézipitates moglich: So kdnnen aus einem Kry-
oprézipitat neben F VilI-Konzentrat auch Fib-
rinogenkonzentrate hergestellt werden.

Gegenstand der Erfindung ist demnach eine
feste Fibrinogen-Zubereitung, die Arginin enthalt.

Es wird bevorzugt in einer solchen Menge
zugesetzt, daB sein Gehalt in der Zubereitung 0.05
bis 5 Gewichtsprozent ist.

Die Zubereitung wird getrocknet, vorzugsweise
lyophilisiert.

Zur weiteren Verbesserung der Loslichkeit einer
solchem Fibrinogen-Zubereitung kann ihr eine
Aminosdure mit hydrophober Seitenkette z.B. L-
Leucin oder eine wasserldsliche Fettsdure z.B.
Buttersdure in einer Menge von je 0,1 bis 5
Gewichtsprozent zugesetzt werden.

Eine Verbesserung der Losungsgeschwindigkeit
kann dadurch erreicht werden, daf3 der Gasraum
(ber der festen Fibrinogen-Zubereitung mit min-
destens 20 Volumprozent Kohlendioxid gefillt
wird. Der Rest der Gesatmosphare kann Stickstoff,
ein anderes Inertgas oder Luft sein.

Die Zubereitung kann weiterhin noch Albumin
enthalten.

Bei Verwendung als Fibrinkleber kann aufer-
dem zur Erhdhung der Reil3festigkeit im bes-
chriebenen Rattenhautreifltest Faktor XIli aus
menschlichem Plasma oder Placenta hinzugefiigt
werden. Eine Konzentration zwischen 40—60 E
Faktor X1il/ml Fibrinogenkonzentrat erwies sich als
optimal.

Der Zusatz eines Fibrinolyseinhibitors, z.B.
Aprotinin, kann bei Auflésung des Fibrinogenkon-
zentrats erfolgen: Ein Fibrinogenkonzentrat mit 60
E Faktor XIli, 1% Albumin und 8% gerinnbarem
Fibrinogen wird z.B. mit einer Aprotininlésung mit
1 000 Kallikrein-Inhibitor-Einheiten aufgeldst und
anschlieBend mit einem Gemisch von Thrombin
und Calciumchlorid zur Gerrinnung gebracht.
Diese Mischung gewéhrieistet einen festen Wund-
verschiuR und auch weitgehend Schutz gegen zu
schnelle Fibrinolyse.

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein
Verfahren zur Herstellung einer Fibrinogen-
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Zubereitung, dadurch gekennzeichnet, daf man
eine Fibrinogenlésung bei einem pH-Wert von 5
bis 8 so fange auf einer Temperatur von 0 bis 15°C
hélt, bis die Fibrinogenpolymere ausgefallen sind,
diese abtrennt, Arginin zusetzt und zur Trockene
bringt.

Die erfindungsgeméBe feste Fibrinogen-
zubereitung l8st sich schneller auf und zu héhe-
ren Konzentrationen als die nach dem Stand der
Technik hergestellten. Es kdnnen wiéssrige
Losungen bei Raumtemperatur erhalten werden,
die bis zu 14 g/100 ml Fibrinogen enthaiten. Lost
man bei 37°C beispielsweise, dann kénnen noch
hdhere Konzentrationen erreicht werden.

Da die Klebefestigkeit solcher Fibrinogen-
lésungen, wenn sie als Gewebeklebbar verwen-
det werden, mit dem Gehalt an Fibrinogen
zunimmt, werden mit Gewebeklebern aus erfin-
dungsgemaf hergestellten Konzentraten hdhere
Festigkeiten erhalten.

Dies kann im RattenhauatreiRtest gezeigt wer-
den: Einem narkotisierten Versuchstier wird ein
kreisformiges Hautstlick ausgestanzt. Dieses
Hautstlick wird mit einem Gemisch aus einem
Volumenteil der erfindungsgeméRen Fibrinogen-
l6sung und einem Volumenteil Thrombinldsung
(400 NiH-Einheiten/ml) bestrichen und auf
die Stanzwunde geprefdt, 15 Minuten dort be-
lassen und anschlieBend das AbreiBgewicht
bestimmt.

. Tabelle:
Abhéngigkeit der Klebefestigkeit von der
Fibrinogenkonzentration im Rattenhautreitest

AbreiRgewich in g; Mittel-
wert aus 10 Versuchen
Fibrinogenkon-

zentration % X s
12 206 39
8 132 36
4 113 51
0 (Kontrolle) 16 12

Ein weiterer Vorteil in der beschreibenen Weise
hergestellter Fibrinogenkonzentrate ist ihre
Stabilitdt nach Rekonstitution. Da in Kyrop-
razipitaten normalerweise Beimengungen von
Prothrombinfaktoren und Plasminogen vorhan-
den sind, ist die Stabilitdt von Kryoprazipitat-
lésungen bei Raumtemperatur auf 2 bis 4 Stun-
den begrenzt. Fibrinogenkonzentrate, die nach
dem folgenden Beispiel 2 hergestellt werden, sind
dagegen {iber einen Arbeitstag bei Raumtem-
peratur stabil.

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung
erlautern.

Beispiel 1
Herstellung eines Fibrinogenkonzentrates aus
Kryoprazipitat
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Ein Kryoprézipitat aus Citratplasma wurde in
einer 0,01 M Na-Citratlésung von pH 8,5 enthal-
tend 1% (w:v) Arginin bei 37°C geldst. Der nicht
geléste Anteil wurde in einer Ultrazentrifuge
(Beckman J 21-B, Rotor JA 14) abzentrifugiert (45
min, 15.000 UpM) und verworfen.

Nach Einstellen der Fibrinogenkonzentration
auf etwa 5% (w:v) Protein wurde der pH-Wert
zwischen 7,0 und 9,0 gehalten. Nach Sterilfil-
trieren, Abfillen und Fluten des Behélters mit 100
Vol% Kohlendioxid erhielt man ein Lyophilisat,
aus dem bei Raumtemperatur wéssrige Fib-
rinogenldsungen mit bis zu 12% (w:v) Fibrinogen
hergestellt werden konnten.

Beispiel 2
Herstellung eines Fibrinogenkonzentrates aus
einem Fibrinogenniederschlag

6 kg eines aus einem Kryoprézipitat aus Citrat-
plasma mit Hilfe einer 2 M Glycinldsung gefillten
Fibrinogenniederschlages wurden mit 35 | Puffer
(0,156 M NaCl, 0.01 M Citrat, 1 M Glycin) von pH 8.0
gewaschen und der Uberstand abzentrifugiert.
Der Riickstand wurde in 910,01 M Citrat und 0,15
M NaCl von pH 8,0 bei 37°C geldst. Der pH-Wert
muf’ unterhalb 8 liegen. Die Losung wurde (iber
Nicht bei 8 bis 10°C stehengelassen und der
Niederschlag bei 8°C abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde zweimal gegen einen
Puffer von pH 8, der aus 0,056 M NaCl, 0,005 M
Citrat, 1 g/100 ml L-Arginin und 0,8 g/100 mi L-
Leucin besteht, dialysiert.

Nach der Dialyse werden bei Einsatz als Fibrink-
leber 60 E Faktor Xli/ml und 10 mg Human-
Albumin pro mi zugesetzt.

Die Losung wurde sterilfiltriert, lyophilisiert und
das Produkt mit einer Mischung von 50 Vol%
Kohlendioxid und 50 Vol% Stickstoff (iberlagert.

Die Lyophilisate kdnnen fiir intravendse
Anwendung in der Abfiillkonzentration von ca.
2—3% Fibrinogen geldst werden; fiir den Einsatz
als Fibrinkleber i1dst man in entsprechend weniger
Lésungsmittel, so dafd Konzentrationen zwischen
8—10% Fibrinogen erreicht werden.

Patentanspriiche fiir die Vertragsstaaten: BE CH
DE FR GB IT LI LU NL SE

1. Eine feste Fibrinogenzubereitung, dadurch
gekennzeichnet, dal® sie neben Fibrinogen Argi-
nin enthaélt.

2. Eine Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daR sie 0,05 bis 5 gewichtspro-
zent Arginin enthalt.

3. Eine Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daR sie 0,05 bis 5 Gewichtspro-
zent Arginin und mindestens 0,1 bis 5 Gewichts-
prozent einer Aminosdure mit hydrophober
Seitenkette oder einer wasserldslichen Fettsiure
enthaélt.

4. Eine Zubereitung nach einem der Anspriiche
1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR sie zusatz-
lich Faktor Xlil und/oder Aprotinin enthiit.

5. Eine Zubereitung nach einem der Anspriiche
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daf sie in einem

]
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Behalter unter einer Gasatmosphére mit minde-
stens 20 Volumenprozent Kohlendioxid vorliegt.

6. Verfahren zur Herstellung einer Zubereitung
nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, daR man eine Fibrinogen
enthaltende Losung bei einem pH-Wert zwischen
6 und 8 so lange auf einer Temperatur von
0—15°C hilt, bis die Fibrinogenpolymeren ausge-
fallen sind, diese abtrennt, Arginin und gegebe-
nenfalls eine Aminosdure mit hydrophober
Seitenkette oder eine wasserlésliche Fettsdure
und gegebenenfalls Faktor XIII und/oder Aproti-
nin zusetzt, trocknet und gegebenenfalls mit
einem Kohlendioxid enthaltenden Gas (ber-
schichtet.

7. Verwendung einer Fibrinogenzubereitung
nach einem der Anspriiche 1 bis 6 in einem
Gewebekleber, der zusétzlich Thrombin und Cal-
ciumionen enthélt. )

8. Fibrinogenzubereitung nach einem der
Anspriiche 1, 2, 3 und 5 als Fibrinogenkonzentrat
fur eine intravendse Anwendung am Menschen.

Patentanspriiche fiir den Vertragsstaat: AT

1. Verfahren zur Herstellung einer festen Fibri-
nogenzubereitung, dadurch gekennzeichnet, daf®
man eine Fibrinogen enthaltende Losung bei
einem pH-Wert zwischen 6 und 8 so lange auf
einer Temperatur von 0—15°C halt, bis die Fibri-
nogenpolymeren  ausgefallen sind, diese
abtrennt, Arginin und gegebenenfalls eine Ami-
nosaure mit hydrophober Seitenkette oder eine
wasserldsliche Fettsdure und gegebenenfalls Fak-
tor Xlli und gegebenenfalls Aprotinin zusetzt,
trocknet und gegebenenfalls mit einem Kohlen-
dioxid enthaltenden Gas Gberschichtet.

2. Verwendung einer Fibrinogenzubereitung
nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Gewebe-
kiebers, der zusatzlich Thrombin und Calciumio-
nen enthalt.

3. Fibrinogenzubereitung nach Anspruch 1 als
Fibrinogenkonzentrat  fir eine intravendse
Anwendung am Menschen, wobei der Zuberei-
tung kein Faktor XIll und kein Aprotinin zugesetzt
wird.

Revendications pour les Etats contractants: BE
CH DE FR GB IT L1 LU NL SE

1. Préparation de fibrinogéne solide, caracté-
risée en ce qu'elle contient, en plus du fibrino-
géne, d'arginine.

2. Préparation suivant la revendication 1,
caractérisée en ce qu'elle contient 0,05 a 5% en
poids d'arginine.

3. Préparation suivant la revendication 1,
caractérisée en ce qu’elle contient 0,056 4 5% en
poids d'arginine et au moins 0,1 & 5% en poids
d'un amino-acide ayant une chaine latérale
hydrophobe ou d’un acide gras soluble dans
I'eau. _

4. Préparation suivant I'une des revendications
1 & 3, caractérisée en ce qu’elle contient en outre
du facteur XlIl et/ou de I'aprotinine.
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5. Préparation suivant I'une des revendications
1 3 4, caractérisée en ce qu’elle se trouve dans un
récipient sous une atmosphére gazeuse conte-
nant au moins 20% en volume d’anhydride carbo-
nique.

6. Procédé de préparation d'une préparation
selon l'une des revendications 1 & 5, caractérisé
en ce quon maintient 3 une température de
0—15°C une solution contenant du fibrinogéne a
un pH entre 6 et 8 jusqu’a ce que les polymeéres du
fibrinogéne aient précipité, en ce qu'on les
sépare, en ce qu’on ajoute d'arginine et, le cas
échéant, un aminoacide avec une chaine latérale
hydrophobe ou un acide gras soluble dans l'eau
et, le cas échéant, du facteur XIli et/ou de |'aproti-
nine, en ce qu’on séche et recouvre le cas échéant
d’un gaz contenant de I'anhydride carbonique.

7. Utilisation d’une préparation de fibrinogéne
suivant I'une des revendications 1 & 6 dans une
colle pour tissus qui contient en outre de la
thrombine et des ions calcium.

8. Préparation de fibrinogéne-suivant I'une des
revendications 1, 2, 3 et 5 comme concentré de
fibrinogéne pour une utilisation par voie intravei-
neuse chez ['homme.

Revendications pour I'Etat contractant: AT

1. Procédé de préparation d'une préparation de
fibrinogéne solide, caractérisée en ce qu’on main-
tient une solution contenant du fibrinogéne a un
pH entre 6 et 8 & une température de 0 a 15°C
jusqu’a ce que les polymeres du fibrinogene aient
précipité, en ce qu'on les sépare, en ce qu’on
ajoute d’arginine et, le cas échéant, un aminoa-
cide ayant une chaine latérale hydrophobe ou un
acide gras soluble dans I'eau et le cas échéant du
facteur XllI, et le cas échéant de I'aprotinine, en ce
qu’on séche et recouvre le cas échéant d'un gaz
contenant de I'anhydride carbonique.

2. Utilisation d’une préparation de fibrinogéne
suivant la revendication 1 pour la préparation
d'une colle & tissus, qui contient en outre de la
thrombine et des ions calcium.

3. Préparation de fibrinogéne suivant la reven-
dication 1 en tant que concentré de fibrinogéne
pour une utilisation intraveineuse chez ’homme,
3 laquelle on n’a ajouté ni facteur Xlil ni aproti-
nine.

Claims for the Contracting States: BE CH DE FR
GB IT LI LU NL SE

1. A solid fibrinogen formulation which con-
tains, in addition to fibrinogen, arginine.

2. A formulation as claimed in claim 1, which
contains 0.05 to 5 per cent by weight of arginine.

3. A formulation as claimed in claim 1, which
contains 0.05 to 5 percent by weight of arginine
and at least 0.1 to 5 per cent by weight of an
aminoacid having a hydrophobic side chain or of
a water-soluble fatty acid.

4. A formulation as claimed in one of claims 1to
3 which additionally contains factor Xlil and/or
aprotinin.
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5. A formulation as claimed in one of claims 1 to
4, which is present in a container under a gas
atmosphere containing at least 20 per cent by
volume of carbon dioxide.

6. A process for the preparation of a formula-
tion as claimed in one of claims 1 to 5, which
comprises maintaining a solution containing
fibrinogen at a pH between 6 and 8 and at a
temperature of 0—15°C until the fibrinogen poly-
mers have precipitated out, separating these off,
adding arginine and optionally an aminoacid
having a hydrophobic side chain or a water-
soluble fatty acid and optionally factor Xill and/or
aprotinin, drying and optionally covering with a
gas containing carbon dioxide.

7. The use of a fibrinogen formulation as
claimed in one of claims 1 to 6 as a tissue
adhesive which additionally contains thrombin
and calcium ions.

8. Fibrinogen formulation as claimed in one of
claims 1, 2, 3 and 5 as fibrinogen concentrate for
an intravenous administration to humans.
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Claims for the Contracting State: AT

1. A process for the preparation of a formula-
tion as claimed in one of claims 1 to 5, which
comprises maintaining a solution containing
fibrinogen at a pH between 6 and 8 and at a
temperature of 0—15°C until the fibrinogen poly-
mers have precipitated out, separating these off,
adding arginine and optionally an aminoacid
having a hydrophobic side chain or a water-
soluble fatty acid and optionally factor Xiil and/or
aprotinin, drying and optionally covering with a
gas containing carbon dioxide.

2. The use of a fibrinogen formulation as
claimed in claim 1 as a tissue adhesive which
additionally contains thrombin and calcium ions.

3. Fibrinogen formuiation as claimed in claim 1
as fibrinogen concentrate for an intravenous
administration to humans, whereby there is no
factor Xlil and aprotinin added to the formulation.
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